liililililDililllilllli 

(11) EP1 164 403A1 

(12) EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

(43) Veroffentlichungstag: (51) |„t ci7: G02B 21/00, G02B 6/1 2. 

19.12.2001 Patentblatt 2001/51 G02F 1/35 

(21) Anmeldenummer 01114105.8 



(22) Anmeldetag: 09.06.2001 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 


• Storz. Rafael, Dr. 


AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


69245 Bammental (DE) 


MC NL PT SE TR 


• Engelhardt, Johann, Dr. 


Benannte Erstreckungsstaaten: 


76669 Bad Schdnbom (DE) 


AL LT LV MK RO SI 


• Mdllmann, Kyra, Dr. 




67705 Trippstadt (DE) 


(30) Prioritat: 17.06.2000 DE 10030013 




29.03.2001 DE 10115590 


(74) Vertreter: Reichert, Werner F., Dr. 




Leica Microsystems AG, Corporate Patents + 


(71 ) Anmelder: Leica Microsystems Heidelberg GmbH 


Trademarks Department, Ernst-Leitz-Strasse 


68165 Mannheim (DE) 


17-37 




35578 Wetzlar (DE) 


(72) Erfinder: 




• Birk, Holger, Dr. 




74909 Meckesheim (DE) 





(54) Scanmikroskop 




Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europ^en des brevets 



(57) Die Erfindung offenbart ein Scanmikroskop (1) 
mit einem Laser (2), der einen Lichtstrahl einer ersten 
Weilentange (5, 43, 53) emittlert und der auf ein opti- 
sches Element (9) gerichtet 1st, das die Wellenlange des 



Lichtstrahles zumindest zum Teil verandert. Es sind Mit- 
tel zur Unterdruckung (16) des Lichtes der ersten Wel- 
lenlange In dem in der Wellenlange veranderten Licht- 
strahl (5, 47, 57) vorgesehen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Scanmikroskop mit 
einem Laser, der einen Lichtstrahl einer ersten Welien- 
lange emrttiert, der auf ein optisches Element gerichtet s 
ist. das die Weltentange des Lichtstrahles zumindest 
zum Teil verandert. 

[0002] In der Scanmikroskopie wird eine Probe mit ei- 
nem Lichtstrahl abgerastert. Hierzu werden oft Laser als 
LIchtquelle eingesetzt. Aus der EP 0 495 930: "Konfo- 
kales Mikroskopsystem fOr Mehrfarbenfluoreszenz" ist 
belspielsweise eine Anordnung mit einem einzelnen 
mehrere Laseriinien emittierenden Laser bekannt. Der- 
zeit werden hierfur melst Mischgaslaser. insbesondere 
ArKr-Laser. eingesetzt. 

[0003] Als Probe werden beisplelsweise mit Fluores- 
zenzfarbstoffen praparierte, biologische Gewebe oder 
Schnitte untersucht. Im Bereich der Materialuntersu- 
chung wird oft das von der Probe reflektierte Beleuch- 
tungslicht detektiert. 

[0004] Auch Festkorperlaser und Farbstofflaser, so- 
wie Faserlaser und Optisch-Parametrische-Oszillato- 
ren (OPO), denen ein Pumplaser vorgeordnet ist. wer- 
den verwendet. 

[0005] Aus der Offenlegungsschrift DE 1 98 53 669 A1 
ist eine Ultrakurzpulsquelle mit steuerbarer Mehrfach- 
wellenlangenausgabe offenbart, die insbesondere in ei- 
nem Multiphotonenmikroskop Anwendung findet. Das 
System weist einen Uitrakurzimpulslaser zur Erzeu- 
gung ultrakurzer optischer Impulse einer festen Wellen- 
lange und zumindest einen Wellenlangenumwand- 
lungskanai auf. 

[0006] Aus der Patentschrift US 6,097»870 ist eine 
Anordnung zur Generierung eines Breitbandspektrums 
im sichlbaren Spektralbereich bekannt. Die Anordnung 
baslert auf einer mikrostrukturierten Faser, in die das 
Licht eines Pumplasers eingekoppelt wird. Die Wellen- 
lange des Pumplichtes wird in der mikrostrukturierten 
Faser derart verandert. dass das resultierende Spek- 
trum sowohl Wetlentangen oberhalb-. als auch Wellen- 
langen unterhalb der Wellenlange des Pumplichtes auf- 
weist. 

[0007] Als mikrostrukturiertes Material findet auch 
sog. Photonic-band-gap-Material Oder "photon crystal 
fibres", "holey fibers" oder "microstructured fibers" Ver- 
wendung. Es sind auch Ausgestaltungen als sog. "Hol- 
low fiber" bekannt. 

[0008] Festkorperlaser, wie belspielsweise die haufig 
in der Scanmikroskopie eingesetzten TiiSaphir-Laser, 
weisen meist einen gefalteten Resonator in x-oder z- 
Geometrie auf, der aus zwei Endspiegein und zwei Falt- 
spiegeln gebiidet ist. Das Licht eines Pumplasers wird 
hierbei durch einen der Faltspiegel, die fCir Licht der Wel- 
lenlange des Pumplichtes transparent sind. longitudinal 
in der Resonator eingekoppelt. Dieses konvertiert im 
optisch aktiven Medium (im Beispiel TliSaphir) zu einer 
anderen Wellenlange und verlasst den Resonator als 
Ausgangslicht durch einen der Endspiegel, der fur das 



Ausgangslicht teildurchlassig ausgebildet isL Da die 
Resonatorspiegel fur die Wellenlange des Pumplichtes 
nicht vollstandig transparent sind. enthait das Aus- 
gangslicht zu kleinen Bruchteilen noch Licht der Wellen- 
lange des Pumplichtes. Dies ist ganz besonders in der 
Mehrfarbfiuoreszenzmikroskopie storend, da die Probe 
nicht ausschlielilich mit Licht der gewunschten Wellen- 
lange. sondem auch mit Licht der Wellenlange des 
Pumplichtes beleuchtet und angeregt wird. Dies verur- 
sacht unerwunschtes Fluoreszenzleuchten, Artefakte 
und fuhrt letztlich, da auch Anteile des Pumplichtes 
durch Reflexion und Streuung zum Detektor gelangen, 
zu falschen Untersuchungsergebnissen. 
[0009] Aile genannten Anordnungen zur Wellenlan- 
genverdnderung weisen diesen Nachteil auf. 
[0010] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde ein 
Scanmikroskop zu schaffen, das die aufgezeigten Pro- 
bleme lost. 

[0011] Die objektive Aufgabe wird durch eine Anord- 
nung geldst. die die Merkmale des kennzeichnenden 
Teils des Patentanspruchs 1 beinhaltet. 
[0012] Die Erfindung hat den Vorteil, dass die uner- 
wunschte Beleuchtung der Probe mit Licht der ersten 
Wellenlange vermieden ist. 

[001 3] In einer einfachen Ausgestaltung ist zur Unter- 
druckung des Lichtes der ersten Wellenlange ein Filter 
vorgesehen. Dieser ist vorzugsweise als dielektrischer 
Kantenfilter oder als Farbglasfilter ausgebildet. Insbe- 
sondere bei der Verwendung von mikrostrukturiertem 
Material, wie Photonic-Band-Gap-Material, zur VerSn- 
derung der Wellenlange in der Art, dass ein breites 
Spektrum entsteht, ist es von Vorteil, den Filter, bei- 
spielsweise durch entsprechende Beschichtung, derart 
auszugestalten, dass die erste Wellenlange nicht voll- 
standig unterdruckt wird. sondern innerhalb des in der 
Wellenlange veranderten Lichtstrahles dieselbe Lei- 
stung aufweist, wie die ubrigen Komponenten gleicher 
spektraler Breite. 

[0014] Das Mittel zur Unterdruckung des Lichtes der 
ersten Wellenlange beinhaltet in einer anderen Ausge- 
staltungsform ein Prisma oder ein Gitter zum raumllch 
spektralen Auffachern, dem eine Blendenanordnung 
nachgeschaltet ist, die nur Licht der gewunschten Be- 
leuchtungswellenlange passieren lasst und Licht. das 
die erste Wellenlange aufweist. blockiert. 
[001 5] Das Mittel zur Unterdruckung ist an beliebigen 
Stellen innerhalb des Strahlenganges des Scanmikro- 
skops anbringbar. Es ist von besonderem Vorteil, die 
Mittel zur Unterdruckung direkt hinter dem optischen 
Element anzuordnen. um eine Aufstreuung und Refle- 
xion der Anteile des Lichtes der ersten Wellenlange an 
anderen optischen Bauteilen zu vermeiden. da diese 
hierdurch zum Detektor gelangen konnen, 
[001 6] Das optische Element ist in einer bevorzugten 
Ausgestaltung des Scanmikroskops aus einer Vielzahl 
von mikrooptischen Struktureiementen aufgebaut. die 
zumindest zwei unterschiedliche optische Dichten auf- 
weisen. 
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[001 7] Ganz besonders bevorzugt ist eine Ausgestat- 
tung, bei derdas optische Element einen ersten Bereich 
und einen zweiten Bereich beinhaltet, wobei der erste 
Bereich eine homogene Stmktur aufweist und in dem 
zweiten Bereich eine mikroskopische Struktur aus mi- 
krooptischen Strukturetementen gebildet ist. Von Vorteil 
ist es au&erdem. wenn der erste Bereich den zweiten 
Bereich umschlieGt. Die mikrooptischen Strukturele- 
mente sind vorzugsweise Kanulen. Stege. Waben, Roh- 
ren oder HohtrSume. 

[001 8] Das optische Element besteht in einer anderen 
Ausgestaltung aus nebeneinander angeordnetem Glas- 
Oder Kunststoffmatehal und Hohlraumen und ist als 
Lichtleitfaser ausgestaltet. 

[0019] Eine ganz besonders bevorzugte und einfach 
zu realislerende Ausfuhrungsvariante beinhaltet als op- 
tisches Element eine herkommliche Lichtleitfaser mit ei- 
nem Faserkern, die zumindest entlang eines Teilstucks 
eine Verjungung aufweist. Lichtleitfasern dieser Art sind 
als sog. "tapered fibers" bekannt. Vorzugsweise ist die 
Lichtleitfaser insgesamt 1 m lang und weist eine Verjun- 
gung auf einer Lange von 30 mm bis 90 mm auf. Der 
Durchmesser der Faser betragt in einer bevorzugten 
Ausgestaltung 150 |im auilerhalb des Bereich der Ver- 
jungung und der des Faserkerns in diesem Bereich ca. 
8 nm. Im Bereich der Verjungung ist der Durchmesser 
der Faser auf ca. 2 \im reduziert. Der Faserkerndurch- 
messer liegt entsprechend im Nanometerbereich. 
[0020] Das optische Element ist in einer anderen Aus- 
fuhrungsform ein weiterer Laser. Dieser kann als Fest- 
korper-, Gas oder Farbstofflaser oder als Optisch-Para- 
metrischer-Oszillator (OPO) ausgefiihrt sein. 
[0021] In einer besonderen Ausfuhrungsvariante be- 
inhaltet das optische Element einen Kristall zur Fre- 
quenzvervielfachung, wie zum Beispiel KDP-Kristalte 
Oder LBO-Kristalle. 

[0022] Eine weitere Ausgestaltungsform beinhaltet 
ein weiteres optische Element, das dem optischen Ele- 
ment nachgeordnet ist und das die Wellenlange des in 
der Wellenlange veranderten Lichtstrahles erneut ver- 
andert. Bei dieser Ausfuhrungsfonm ist es von besonde- 
rem Vorteil, sowohl das Lichtes der ersten Wellenlange, 
als auch das primar in der Wellenlange veranderte Licht 
zu unterdrucken. Im Konkreten beinhaltet eine solche 
Ausgestaltungsform beispielsweise eine Hintereinan- 
deranordnung von etnem Argon-lonen-Laser, einem 
Farbstofflaser und einem Kristall zur Frequenzverdopp- 
lung. Ganz besonders Vorteilhaft ist eine Hintereinan- 
derschaltung von einem Argonionenlaser, einem Ti:Sa- 
phir-Laser und einer als Lichtleitfaser ausgestalteten 
mikrooptischen Struktur aus Photonic-Band-Gap-Mate- 
riai. 

[0023] Das Scanmikroskop kann als Konfokalmikro- 
skop ausgestaltet sein. 

[0024] In der Zeichnung ist der Erfindungsgegen- 
stand schematisch dargestellt und wird anhand der Fl- 
guren nachfolgend beschrieben. Dabei zeigen: 
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Fig. 1 eine erfindungsgema&es konfokales 
Scanmikroskop, 

Fig. 2 einen Tell des Beleuchtungsstrahlengan- 
5 ges eines Scanmikroskops. 

Fig. 3 einen Teil des Beleuchtungsstrahlengan- 
ges eines anderen Scanmikroskops und 

einen Teil des Beleuchtungsstrahlengan- 
ges eines weiteren Scanmikroskops 

Fig. 5 eine Ausfuhrungsform der Lichtleitfaser 
aus Photonic-Band-Gap-Material 

[0025] Fig. 1 zeigt ein konfokales Scanmikroskop 1 , 
das einen Laser 2 zur Erzeugung eines Lichtstrahles 5 
einer ersten Wellenlange von 800 nm beinhalteL Der 
Laser ist als modengekoppelter Titatn-Saphir-Laser 3 
ausgefuhrt. Der LIchtstrahl 5 wird mit einer Einkoppel- 
optik 7 in das Ende eines optischen Elements 9 zur Wei- 
lenlangenveranderung fokussiert, das als Lichtleitfaser 
aus Photonic-Band-Gap-Material 11 ausgebildet ist. 
Zum Koliimieren des aus der Lichtleitfaser aus Photo- 
nic-Band-Gap-Material 1 1 austretenden. in der Wellen- 
lange veranderten Lichtstrahles 15, ist eine Auskoppe- 
loptik 13 vorgesehen. Das Spektrum des in der Wellen- 
lange veranderten Lichtstrahles ist Ober den Wellenlan- 
genbereich von 300 nm bis 1600 nm nahezu kontinuier- 
iich. wobei die Lichtleistung uber das gesamte Spek- 
trum weitgehend konstant ist; lediglich im Bereich der 
ersten Wellenlange von 800 nm ist eine drastische Lei- 
stungsiiberhohung zu verzeichnen. Der in der Wellen- 
lange veranderte Lichtstrahl 15 durchiauft als Mittel zur 
Unterdruckung 16 einen dielektrischen Filter 17. der in 
dem in der Wellenlange veranderten Lichtstrahl 15 die 
Leistung des Lichtanteiles im Bereich der ersten Wel- 
lenlange auf das Niveau der ubrigen Wellenlangen des 
in der Wellenlange veranderten Lichtstrahles reduziert. 
Anschliellend wird der in der Wellenlange veranderte 
Lichtstrahl mit der Optik 19 auf eine Beleuchtungsblen- 
de 21 fokussiert und gelangt uber den Hauptstrahlteiler 
23 zum Scanspiegel 25, der den in der Wellenlange ver- 
anderten Lichtstrahl 15 durch die Scanoptik 27. die Tu- 
busoptik 29 und das Objektiv 31 hindurch uber die Pro- 
be 33 fuhrt. Das von der Probe 33 ausgehende Detek- 
tionslicht 35. das in der Zeichnung gestrichelt dargestellt 
ist, gelangt durch das Objektiv 31 . die Tubusoptik 29 und 
die Scanoptik 27 hindurch zuruck zum Scanspiegel 25 
und dann zum Hauptstrahlteiler 23. passiert diesen und 
wird nach Durchlaufen der Detektionsblende 37 mit dem 
Detektor 39, der als Photomultiplier ausgefiihrt ist, de- 
tektiert. 

[0026] Fig. 2 zeigt den Teil des Beleuchtungsstrahlen- 
ganges eines Scanmikroskops bis zum Hauptstrahltei- 
ler 23. In diesem Ausfuhrungsbeispiel erzeugt ein Laser 
2. der als Argon-lonen-Laser 41 ausgestaltet ist. einen 
Lichtstrahl 43 einer ersten Wellenlange von 514 nm. der 
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auf einen Titan-Saphir-Laser 45, der als optisches Ele- 
ment 9 zur Wellenlangenveranderung dient, gerichtet 
ist. Der vom Titan-Saphir-Laser 45 ausgehende. in der 
Wellentange veranderte Lichtstrahl 47, werst eine Wei- 
lenlange von ca. 830 nm auf und trifft nachfolgend auf 
das Mittel zur Unterdruckung 16 der ersten Wellenlan- 
ge, das als Farbfilter 49 ausgefuhrt ist und die Anteile 
der ersten Wellenlange nahezu ganzlich herausfiltert. 
so dass der in der Weltenlange veranderte Lichtstrahl 
im Wesentlichen nur ausLicht von 830 nm Wellenlange 
besteht. 

[0027] Fig. 3 zeigt den Teil des Beleuchtungsstrahlen- 
ganges eines weiteren Scanmikroskops bis zum Haupt- 
strahlteiler 23. In diesem Ausfuhrungsbeispiel erzeugt 
ein Laser 2. der als Nd-YAG-Laser 51 ausgestaltet 1st, 
einen Lichtstrahl 53 elner ersten Wellenlange von 1064 
nm, der auf einen, der als optisches Element 9 zur Wel- 
lenlangenveranderung dient, gerichtet ist. Der vom Op- 
tisch-Parametrischen-Oszillator 55 ausgehende* in der 
Wellenlange veranderte Lichtstrahl 57, beinhaltet ne- 
ben dem Licht der gewunschten Signal-Wellenlange, 
Licht der Idler-Wellenlange und Licht der ersten Wellen- 
lange; er wird mit Hilfe eines Prismas 59, als Mittel zur 
raumlich spektralen Aufspaltung 60, aufgefachert und 
trifft anschlieliend auf eine Blendenanordnung 61, de- 
ren Blendenbacken 63, 65 derart positioniert sind, dass 
das Licht der Idler-Wellenlange und Licht der ersten 
Wellenlange blockiert wird. so dass der die Blendenan- 
ordnung 61 passierende Lichtstrahl im Wesentlichen 
nur Licht der Signalwellenlange beinhaltet. 
[0028] Fig. 4 zeigt den Teil des Beleuchtungsstrahlen- 
ganges eines anderen Scanmikroskops bis zum Haupt- 
strahlteiler 23. der in weiten Teilen dem in Fig. 3 gezeig- 
ten Aufbau entspricht. Als Mittel zur raumlich spektralen 
Aufspaltung 60 ist hier jedoch ein Gitter 67 eingesetzt 
[0029] Fig. 5 zeigt eine Ausfuhrungsform der Lichtleit- 
faser aus Photonic-Band-Gap-Material, die eine beson- 
dere wabenformige Mikrostruktur 69 aufweist Die ge- 
zeigte Wabenstruktur ist fur die Generierung von breit- 
bandigem Licht besonders geeignet. Der Durchmesser 
der Glasinnenkanule 71 betragt ca. 1,9 \im. Die innere 
Kanule 71 ist von Glasstegen 73 umgeben. Die Glas- 
stege 73 formen wabenformige Hohlraume 75. Diese 
mikrooptischen Strukturelemente bilden gemeinsam ei- 
nen zweiten Bereich 77, der von einem ersten Bereich 
79, der als Glasmantel ausgefuhrt ist, umgeben Ist 
[0030] Die Erfrndung wurde in Bezug auf eine beson- 
dere Ausfuhrungsfonn beschrieben. Es ist jedoch 
selbstverstandlich. dass Anderungen und Abwandlun- 
gen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabel den 
Schutzbereich der nachstehenden Anspruche zu ver- 
lassen. 
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45 Patentanspruche 

1 . Scanmikroskop ( 1 ) mit einem Laser (2), der einen 
Lichtstrahl einer ersten Wellenlange (5, 43, 53) 
emittiert, der auf ein optisches Element (9) gerichtet 

50 ist, das die Wellenlange des Lichtstrahles zumin- 
dest zum Teil verandert, dadurch gekennzeich- 
net, dass Mittel zur Unterdruckung (16) des Lichtes 
der ersten Wellenlange in dem in der Wellenlange 
veranderten Lichtstrahl (15, 47, 57) vorgesehen 

55 sind, 

2, Scanmikroskop (1) nach Anspmch 1. dadurch 
gekennzeichnet, dass optische Element (9) aus 
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einer Vielzahl von mikrooptischen Strukturelemen- 
ten aufgebaut ist, die zumindest zwei unterschied- 
liche optische Dichten aufweisen. 

3. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1 Oder 2. da- 5 
durch gekennzeichnet, dass das optische Ele- 
ment (9) einen ersten Bereich (79) und einen zwei- 
ten Bereich (77) beinhaltet, wobei der erste Bereich 
(79) eine homogene Struktur aufweist und in dem 
zweiten Bereich (77) eine Mlkrostruktur (69) aus mi- 
krooptischen Strukturelementen gebildet ist. 

4. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Bereich (79) den 
zweiten Bereich (77) umschlieGt. *5 

5. Scanmikroskop (1) nach einem der Anspriiche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das opti- 
sche Element (9) aus nebeneinander angeordne- 
tern Glas- oder Kunststoffmaterial und Hohlraumen 20 
(75) besteht. 

6. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1. dadurch 
gekennzeichnet, dass das optische Element (9) 
aus Photonic-Band-Gap-Material besteht. 

7. Scanmikroskop (1 ) nach einem der Anspruche 1 
bis 6. dadurch gekennzeichnet, dass das opti- 
sche Element als Lichtleitfaser (11 ) ausgestaltet ist 

30 

8. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass das optische Element (9) 
ein Laser (3. 45) ist. 

9. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1, dadurch 35 
gekennzeichnet, dass optische Element ein Op- 
tisch-Parametrischer-Oszillator (55) ist. 

10. Scanmikroskop (1), nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass optische Element eine Kri- 40 
stallstruktur zur Frequenzvervielfachung beinhal- 
tet. 

12. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass Mittel zur Unterdruckung ^5 
(16) ein Filter ist 

13. Scanmikroskop (1) nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass Mittel zur Unterdruckung 
(16) ein Mittel zur raumiich spektralen Aufspaltung so 
(60) und mindestens eine Blende (63, 65) beinhal- 
tet. 

14. Scanmikroskop (1) nach einem der vorherigen 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das ss 
Scanmikroskop (1) ein Konfokalmikroskop ist. 



EP1 164 403A1 




Fiq.1 



6 



EP1 164 403A1 




Fig. 2 




Fig. 3 
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